STRESZCZENIE

Patotyp EAEC obejmuje szczepy E. coli o charakterystycznym agregacyjnym typie adhezji
do komoérek nabtonka. Szczepy te na podstawie badan epidemiologicznych prowadzonych na
calym $wiecie uznane zostaty za chorobotwoércze dla ludzi. Najczesciej odpowiadajg one za
przewlekte biegunki, co oznacza, Ze majg zdolnos¢ dtugotrwatego utrzymywania sie w jelicie
zakazonych osob. To réwniez oznacza, Ze nieswoiste mechanizmy obronne, w ktore obfituje
btona $luzowa przewodu pokarmowego nie potrafia skutecznie eliminowaé tych
drobnoustrojéw. Dotychczas fakt ten wigzany byt ze zdolnoscia EAEC do stymulacji sekrecji
duzych ilosci $luzu w jelicie, w ktorym szczepy te tworza biofilmu. Jednakze, dotychczas nie
badano szczegétowo interakcji EAEC z makrofagami. W piSmiennictwie naukowym jest na ten
temat tylko jedna publikacja. Stad celem zaplanowanych badan byta ocena wzajemnych
interakcji pomiedzy EAEC a makrofagami, mogaca wyjasni¢ potencjalng zdolnos¢ tych szczepow
do wywotywania przewleklych zakazen przewodu pokarmowego u ludzi.

Do badan wykorzystano 5 wybranych losowo szczepéw EAEC izolowanych od oséb
dorostych z rozpoznanym zespolem jelita nadwrazliwego (IBS), u ktérych najpierw ustalono
cechy fenotypowe i genotypowe. Wszystkie te szczepy wykazaly agregacyjny typ adhezji do
ludzkich komoérek nabtonka jelita oraz zdolnos¢ inwazji. Trzy (60%) z tych szczepéw posiadato
gen aggR, kodujacy aktywator transkrypcyjny, na podstawie, ktérego szczepy EAEC sa
kategoryzowane jako typowe aggR-dodatnie oraz atypowe aggR-ujemne. Wszystkie te szczepy
posiadaty réwniez geny kodujace inwazyny opisane wsrod pateczek E. coli. Badanie stopnia
fagocytozy tych szczepoéw przez ludzkie monocyty réznicowane w makrofagi wykazato, ze
szczepy te, w przeciwienistwie do referencyjnych szczepéw E. coli, reprezentujacych rézne
patotypy E. coli, sa bardzo stabo fagocytowane przez makrofagi, a takze utrzymujg sie i mnoza
w komoérkach zernych. Poszukiwania antygenéw, ktére mogly odpowiada¢ u badanych
szczepow EAEC za te zdolnoSci nie wskazaly jednoznacznie Zadnego konkretnego antygenu,
cho¢ badano systemy antyoksydacyjne, wybrane systemy wychwytu jonéw zelaza,
hydrofobowo$¢ powierzchni oraz ekspresje fimbrii tzw. powszechnych MS1. Antygenami, ktére
prawdopodobnie mogty wptywaé¢ na stabg fagocytoze tych szczepdw oraz ich przezywanie
w makrofagach byly fimbrie MS1, hydrofilowo$¢ powierzchni oraz systemy wychwytu jonéow
zelaza - yersiniobaktyna i biatko wigzace hem ChuA.

Poniewaz makrofagi po sfagocytowaniu drobnoustrojéw podlegaja apoptozie,
w dalszych badaniach oceniano poziom apoptozy makrofagdw zakazonych badanymi szczepami
E. coli. Apoptoze makrofagdw badano trzema rdéznymi technikami tj. mikroskopowo po
zabarwieniu bromkiem etydyny i oranzem akrydyny, cytometrycznym i elektroforetycznym
oznaczeniem degradacji DNA oraz immunoenzymatycznym oznaczeniem stezenia cytochromu c.

Pomimo, Ze uzyskane wyniki wykazaly pewne rozbieznosci pomiedzy zastosowanymi



technikami, generalnie wskazaty, Ze badane szczepy EAEC indukowaty apoptoze matego odsetka
makrofagow. Wyniki te zainicjowaty dalsze badania apoptozy makrofagéw zakazonych
szczepami E. coli, a nastepnie poddanych dziataniu induktora apoptozy, staurosporyny. Zgodnie
z zalozeniem, odsetek apoptotycznych makrofagdw powinien znacznie wzrosngaé po
zastosowaniu staurosporyny, tymczasem jednak zaobserwowano niewielki wzrost apoptozy
makrofagoéw, nizszy niz przypadku dzialania samego induktora. W zwigzku z tym, u wszystkich
szczepdéw oznaczono geny kodujace biatka NleH i OpmA, ktére mogly hamowac apoptoze
makrofagéw. Wszystkie badane szczepy posiadaty gen kodujacy biatko OmpA, ale brak genéw
dla biatek NleH. Poniewaz w pracy badano jedynie obecno$¢ genu ompA, niemozliwa jest ocena,
czy biatko OmpA faktycznie odpowiada za hamowanie apoptozy makrofagow.

Biorac pod uwage, ze badane szczepy EAEC indukowaty apoptoze bardzo niskiego
odsetka makrofagéw, takze po zadzialaniu staurosporyny, uzyskane wyniki wskazuja na
hamowanie przez EAEC apoptozy makrofagéw indukowanej fagocytoza oraz staurosporyna.
Zdolno$¢ przezywania w makrofagach szczepéw EAEC moze by¢ cecha umozliwiajagcg tym

patogenom wywotywanie przewlektych zakazen jelit.



SUMMARY

EAEC pathotype includes E. coli strains of characteristic aggregative adherence pattern to
epithelial cells. These strains are considered pathogenic to humans upon epidemiological study
performed worldwide. Most commonly infection with EAEC causes persistent diarrhea meaning
that these strains have the ability to persist for a long time in the intestine of infected individual.
That also means that nonspecific immune mechanisms, which are abundant in the intestinal
mucosa, cannot effectively eliminate these pathogens. Since EAEC induces mucus secretion in
the intestine and forms biofilmu embedded within the mucus, both these factors were
considered responsible for the persistent nature of infections they produce. However, so far the
interactions of EAEC with macrophages were not studied in details and there is only one article
on EAEC phagocytosis. Thus, the aim of the present study was to evaluate the interaction of
EAEC with macrophages which could explain their capability to cause persistent infections in
humans.

In the study a five randomly chosen EAEC strains from adults with irritable bowel
syndrome were examined. First, phenotypic and genotypic characteristics of these strains were
established. All these strains adhered to human intestinal epithelial cells in an aggregative
pattern and all showed the ability to invade the epithelial cells. Three (60%) of these strains
carried the aggR gene allowing their categorization into typical aggR-positive strains. All EAEC
examined carried genes encoding invasions specific to E. coli. All these strains were poorly
phagocytosed by human monocytes differentiated into macrophages in contrast with reference
E. coli strains representing different pathotypes. Moreover, the EAEC strains were able to
survive and multiply within macrophages. Screening for EAEC antigens responsible for the
survival and multiplication within macrophages did not indicate any specific factor, although
antioxidative systems, iron capture systems, surface hydrophobicity and expression of common
pili MS1 were examined among these strains. Factors most probable associated with the abilities
of EAEC studied were MS1 pili, hydrophilic surface and iron sequestering systems -
yersiniobactin and hem binding protein ChuA.

As phagocytosis of microorganisms induce also the phagocyte apoptosis, the further
study concentrated on apoptosis of macrophages infected with EAEC strains. The apoptosis of
macrophages was assessed by three different assays i.e. microscopically after staining with
ethidium bromide and acridine orange, DNA degradation estimated by flow cytometry and
electrophoresis, and by immunoenzymatic assay for cytochrome ¢ concentration. Although the
results obtained showed some divergences among techniques used, generally they indicated that
EAEC induce apoptosis of small percentage of macrophages. These results prompted to further
study of apoptosis of macrophages infected with EAEC and then treated with apoptosis inductor

i.e. staurosporine. According to the assumption the percentage of apoptotic macrophages should



increase after the treatment with staurosporine. However although there was an increase in the
percentage of apoptotic macrophages, as before, it was much lower than in case of apoptosis
inductor itself. Thus, genes encoding NleH and OmpA proteins that are known inhibitors of cells
apoptosis were designated among EAEC strains. All EAEC examined carried the ompA gene, but
none of these strains carried genes encoding NleH proteins. As in the current study only the
presence of the ompA gene was assessed, but not its expression, it is difficult to say how much
the OmpA protein was involved in the apoptosis of macrophages infected with EAEC strains.
Taking into consideration that EAEC examined induced apoptosis of a small percentage
of macrophages, even after treatment with staurosporine, the results obtained indicated that
EAEC strains inhibited macrophage apoptosis induced by phagocytosis and staurosporine. The

ability may be responsible for the persistent nature of infections caused by these pathogens.



